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La presente invention concerne de nouveaux polypeptides 
biologiquement actifs, leur preparation et des compositions 
pharmaceutiques les contenant. 

Plus particulierement, la presente invention concerne des 
polypeptides recombinants essentiellement composes d'une partie active 
derivee d'un polypeptide, naturel ou artificiel, ayant une activite 
therapeutique, et couple a une albumine ou a un variant de I'albumine. 
II est entendu que l'activite" therapeutique des polypeptides de l'invention 
peut §tre soit directe (traitement des maladies), ou indirecte (et par 
exemple utilisable dans la prevention des maladies, dans la conception 
des vaccins, dans les techniques de Timagerie medicate etc.). 

II est entendu dans ce qui suit que les variants de I'albumine 
designent toute proteme a haute demie-vie plasmatique obtenue par 
modification (mutation, deletion et/ou addition) par les techniques du 
genie genetique d'un gene codant pour un isomorphe donn6 de la serum- 
albumine humaine, ainsi que toute macromolecule a haute demie-vie 
plasmatique obtenue par modification in vitro de la proteine codee par de 
tels genes. L'albumine etant tres polymorphe, de nombreux variants 
naturels ont ete identifies et repertories [Weitkamp L.R. et al., Ann. Hum. 
Genet. 37 (1973) 219]. 

Le but de la presente invention est d'<§laborer des proteines 
artificielles biologiquement actives et utilisables sur le plan pharma- 
ceutique. En effet, de nombreux polypeptides possedant une ou plusieurs 
activities therapeutiques potentielles ne peuvent #tre exploits 
pharmaceutiquement. Ceci peut avoir differentes raisons, telles que 
notamment leur faible stabilite in vivo, leur structure complexe ou 
fragile, la difficult^ de les produire a une echelle industriellement 
acceptable, etc... De m&me, certains polypeptides ne donnent pas les 
resultats attendus in vivo en raison de problemes d'administration, de 
conditionnement, de pharmacocin^tique etc... 
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La presente invention permet de remedier k ces inconvenients. 
La presente invention fournit en effet de nouvelles molecules permettant 
une exploitation optimale sur le plan therapeutique des propriety 
biologiques de ces polypeptides. La presente invention resulte 
5 • notamment de la mise en evidence qu'il est possible de coupler 
genetiquement toute structure active derivee d'un polypeptide 
biologiqueraent actif k une autre structure proteique constitute 
d'albumine, sans en alterer lesdites proprietes biologiques. Elle resulte 
egalement de la mise en evidence par la demanderesse que la s£rum- 

1 0 albumine humaine permet de presenter efficacement la structure active h 
ses sites d'interaction, et quelle assure une stability plasmatique elevee 
du polypeptide de l'invention. Les polypeptides de l'invention 
permettent ainsi de maintenir dans l'organisme une activite biologique 
donnee pendant un temps prolonge. lis permettent ainsi de reduire les 

1 5 doses administrees et, dans certains cas, de potentialiser Teffet 
therapeutique, par exemple en reduisant les effets secondaires cons£cutifs 
a une administration plus importante. Les polypeptides de Tinvention 
permettent de plus de generer et d'utiliser des structures derivees des 
polypeptides biologiquement actifs tres petites et done trfes specifiques 

20 d l un effet recherche. II est entendu que les peptides ayant une activite 
biologique presentant un interet therapeutique peuvent egalement 
correspondre k des sequences peptidiques non naturelles, isolees par 
exemple a partir de banques peptidiques aleatoires. Les polypeptides de 
Tinvention poss&dent par ailleurs une repartition particuli&rement 

25 avantageuse dans Torganisme, ce qui modifie leurs proprietes 
pharmacocinetiques et favorise le d£veloppement de leur activite 
biologique et leur utilisation. En outre, ils presentent egalement 
Tavantage d'etre faiblement ou non-immunog£niques pour l'organisme 
dans lequel ils sont utilises. Finalement, les polypeptides de Tinvention 

3 0 peuvent etre exprimes (et preferentiellement secretes) par des organismes 
recombinants, a des niveaux permettant leurs exploitation industrielle. 

Un objet de la presente invention concerne done des polypeptides 
comportant une partie active derivee d f un polypeptide ayant une activity 
therapeutique, couplee a une albumine ou k un variant de Talbumine. 
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Dans un mode de realisation particulier, les peptides possedant 
une activite therapeutique ne sont pas d'drigine humaine. Par exemple 
on peut citer des peptides, ou leurs derives, possedant des proprietes 
potentiellement utiles dans les pathologies des compartiments sanguins 
5 et interstitiels, tels que l'hirudine, la trigramine, l'antistatine, les peptides 
anticoagulant des tiques (TAP), l'arietine, l'applagine etc.... 

Plus particuliferement, dans les molecules de l'invention, le 
polypeptide ayant une activite therapeutique est un polypeptide d'origine 
humaine ou un variant moleculaire. Par exemple, il peut s'agir de tout 
10 ou partie, d r un enzyme, d'un inhibiteur d'enzyme, d'un antig&ne, d f un 
anticorps, d'une hormone, d'un facteur intervenant dans le contrdle de la 
coagulation, d'un interferon, d'une cytokine [les interleukines, mais aussi 
leurs variants antagonistes naturels de leur fixation au(x) recepteur(s), les 
cytokines de type SIS (small induced secreted) et par exemple les proteines 

1 5 inflammatoires des macrophages (les MIPs), etc.], d'un facteur de 

croissance et/ou de differenciation [et par exemple les facteurs de 
croissance transformants (les TGFs), les facteurs de differenciation des 
cellules sanguines (erythropoietine, M-CSF, G-CSF, GM-CSF etc.), 
l'insuline et les facteurs de croissance qui lui ressemblent (les IGFs), ou 
20 encore les facteurs de permeabilite cellulaire (VPF/VEGF), etc.], d'un 
facteur implique dans la genese/resorption des tissus osseux (OIF et 
osteospontine par exemple), d'un facteur implique dans la motilite ou la 
migration cellulaire [et par exemple le facteur de motilite autocrine 
(AMF), le facteur de stimulation de la migration (MSF), ou encore le 

2 5 facteur de dispersion (scatter factor/facteur de croissance des hepatocytes)], 

d'un facteur bactericide ou antifongique, d'un facteur chimiotactique [et 
par exemple le facteur plaquettaire 4 (PF4), ou encore les peptides 
chemoattractants des monocytes (MCP/MCAF) ou des neutrophils 
(NCAF), etc.], d'un facteur cytostatique (et par exemple les proteines qui 
30 se fixent aux galactosides), d'une molecule adhesive plasmatique (et par 
exemple le facteur de von Willebrand, le fibrinogfene etc.) ou 
interstitielle (laminine, tSnascine, vitronectine, etc.) ou des matrices 
extracellulaires, ou encore toute sequence peptidique antagoniste ou 
agoniste d'interactions moteculaires et/ou intercellulaires impliqu^es 
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dans les pathologies des compartiments circulatoires et interstitiels et par 
exemple la formation des thrombus arteriels et veineux, les metastases 
cancereuses, l'angiogen£se tumorale, le choc inflammatoire, les maladies 
autoimmunes, les pathologies osseuses et osteo-articulaires etc... 

5 La partie active des polypeptides de l'invention peut etre 

constitute, par exemple, par le polypeptide ayant une activity 
therapeutique entier, ou par une structure derivee de celui-ci, ou encore 
par un polypeptide non naturel isol6 k partir d'une banque peptidique. 
Au sens de la presente invention, on entend par structure derivee tout 
1 0 polypeptide obtenu par modification et conservant une activite 
therapeutique. Par modification, on doit entendre toute mutation, 
substitution, deletion, addition ou modification de nature genetique 
et/ou chimique. De tels derives peuvent etre generes dans des buts 
differents, tels que notamment celui d'augmenter l'affinite de la molecule 

1 5 pour ses sites de fixation, celui d'amtliorer ses niveaux de production, 

celui d ! augmenter sa resistances aux proteases, celui d'augmenter son 
efficacitt therapeutique ou encore de reduire ses effets secondaires, ou 
celui de lui confer er de nouvelles propriety biologiques. A titre 
d'exemple, les polypeptides chimeres de l'invention possfedent des 

2 0 proprietes pharmacocinetiques et une activity biologique utilisable pour la 

prevention ou le traitement des maladies. 

Des polypeptides de l'invention particuli&rement avantageux sont 
ceux dans lesquels la partie active presente : 

(a) la structure peptidique entiere ou, 
25 (b) une structure derivee de (a) par modification structurale 

(mutation, substitution addition et/ou deletion d'un ou plusieurs 
residus) et poss£dant une activite therapeutique. 

Parmi les structures du type (b), on peut citer plus 
particuli&rement les molecules dans lesquelles certains sites de N- ou O- 
30 glycosylation ont ete modifies ou supprimes, les molecules dans 
lesquelles un ou plusieurs residus ont 6te substitu^s, ou les molecules 
dans lesquelles tous les residus cysteine ont ete substitu£s. On peut citer 
tgalement des molecules obtenues h partir de (a) par d£l£tion de regions 
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n'intervenant pas ou peu dans Interaction avec les sites de liaison 
consideres, ou exprirnant une activite indesirable, et des molecules 
comportant par rapport h (a) des residus suppl£mentaires, tels que par 
exemple une methionine N-terminale et/ou un signal de secretion et/ou 
5 un peptide de jonction. 

La partie active des molecules de l'invention peut §tre couplee 
soit directement soit par l'intermediaire d'un peptide artificiel & 
Talbumine. De plus, elle peut constituer I'extr&nite N-terminale comme 
l'extremite C-terminale de la molecule. Preferentiellement, dans les 
1 0 molecules de l'invention, la partie active constitue la partie C-terminale 
de la chimfere. II est §galement entendu que la partie biologiquement 
active peut §tre redondante au sein de la chim£re. Une representation 
schematique des molecules de l'invention est donnee a la Figure 1. 

Un autre objet de 1'invention concerne un procede de preparation 

1 5 des molecules chim&res decrites ci-avant. Plus precisement, ce procede 
consiste a faire exprimer par un h6te cellulaire eucaryote ou procaryote 
une sequence nucleotidique codant pour le polypeptide desire, puis k 
recolter le polypeptide produit. 

Parmi les hotes eucaryotes utilisables dans le cadre de la pr^sente 

20 invention, on peut citer les cellules animales, les levures, ou les 
champignons. En particulier, s'agissant de levures, on peut citer les 
levures du genre Saccharomyces, Klu vverom vces . Pichia, 
Sch wanniomyces , ou Hansenula . S'agissant de cellules animales, on peut 
citer les cellules COS, CHO, C127, etc... Parmi les champignons 

25 susceptibles d'etre utilises dans la pr^sente invention, on peut citer plus 
particulierement Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. Comme hdtes 
procaryotes, on prefere utiliser les bacteries telles que Escherichia coli, ou 
appartenant aux genres Corynebacterium, Bacillus, ou Streptomyces . 

Les sequences nucl^otidiques utilisables dans le cadre de la 

3 0 presente invention peuvent etre prepares de differentes mani&res. 
G6neralement, elles sont obtenues en assemblant en phase de lecture les 
sequences codant pour chacune des parties fonctionnelles du polypeptide. 
Celles-ci peuvent §tre isol(§es par les techniques de l'homme de Tart, et 
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par exemple directement a partir des ARN messsagers (ARNm) 
cellulaires, ou par reclonage & partir d'une banque d'ADN 
complementaire (ADNc), ou encore il peut s'agir de sequences 
nucleotidiques totalement synthetiques. II est entendu de plus que les 
5 sequences nucleotidiques peuvent egalement etre ulterieurement 
modifiees, par exemple par les techniques du genie genetique, pour 
obtenir des derives ou des variants desdites sequences. 

Plus preferentiellement, dans le procede de 1'invention, la 
sequence nucleotidique fait partie d'une cassette d'expression comprenant 

1 0 une region d'initiation de la transcription (region promoteur) permettant, 
dans les cellules hotes, l'expression de la sequence nucleotidique plac6e 
sous son controle et codant pour les polypeptides de l'invention. Cette 
region peut provenir de regions promoteurs de g6nes fortement exprimes 
dans la cellule hote utilisee, l'expression etant constitutive ou regulable. 

1 5 S'agissant de levures, il peut s'agir du promoteur du g&ne de la 
phosphoglycerate kinase (PGK), de la glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase ( GPP) , de la lactase (LAC4), des enolases (ENO) , des 
alcools deshydrogenases (ADH), etc... S'agissant de bacteries, il peut s'agir 
du promoteur des gfenes droit ou gauche du bacteriophage lambda (Pl, Pr), 

20 ou encore des promoteurs des genes des operons tryptophane (Ptrp) ou 
lactose (P]ac)- En outre, cette region de contrdle peut etre modifi£e, par 
exemple par mutagenfese in vitro, par introduction d'elements 
additionnels de contr61e ou de sequences synthetiques, ou par des 
deletions ou des substitutions des elements originels de controle. La 

25 cassette depression peut egalement comprendre une region de 
terminaison de la transcription fonctionnelle dans I'hote envisage, 
positionnee immediatement en aval de la sequence nucleotidique codant 
pour un polypeptide de l'invention. 

Dans un mode prefere, les polypeptides de l'invention resultent 

30 de l'expression dans un hote eucaryote ou procaryote d'une sequence 
nucleotidique et .de la secretion du produit d f expression de ladite sequence 
dans le milieu de culture. . II est en effet particuli&rement avantageux de 
pouvoir obtenir par voie recombinante des molecules directement dans le 
milieu de culture. Dans ce cas, la sequence nucleotidique codant pour un 
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polypeptide de invention est precedee d'une sequence "leader" (ou 
sequence signal) dirigeant le polypeptide naissant dans les voies de 
secretion de l'hote utilise. Cette sequence "leader" peut etre la sequence 
signal naturelle du polypeptide biologiquement actif dans le cas ou celui- 
ci est une proteine naturellement secretee, ou celle de la structure 
stabilisatrice, mais il peut egalement s'agir de toute autre sequence 
"leader" fonctionnelle, ou d'une sequence "leader" artificielle. Le choix 
de Tune ou Tautre de ces sequences est notamment guide par I'hdte 
utilise. Des exemples de sequences signal fonctionnelles induent celles 
des genes des pheromones sexuelles ou des toxines "killer" de levures. 

En plus de la cassette d'expression, un ou plusieurs marqueurs 
permettant de selectionner l'hote recombine peuvent etre additionnes, 
tels que par exemple le g&ne URA3 de la levure S. cerevisiae, ou des gfcnes 
confer ant la resistance k des antibiotiques comme la geneticine (G418) ou k 
tout autre compose toxique comme certains ions m^talliques. 

L'ensemble constitug par la cassette depression et par le 
marqueur de selection peut §tre introduit directement dans les cellules 
hotes consider^es, soit insere prealablement dans un vecteur 
autoreplicatif fonctionnel. Dans le premier cas, des sequences 
homologues k des regions presentes dans le genome des cellules hotes 
sont preferentiellement additionnees a cet ensemble; lesdites sequences 
etant alors positionnees de chaque cote de la cassette d'expression et du 
g&ne de selection de fagon a augmenter la frequence d'integration de 
l'ensemble dans le genome de l'hote en ciblant l'int^gration des 
sequences par recombinaison homologue. Dans le cas od la cassette 
d'expression est inseree dans un systeme replicatif, un syst&me de 
replication prefere pour les levures du genre Kluyveromyces est derive 
du plasmide pKDl initialement isole de K. drosophilarum; un sysfeme 
prefere de replication pour les levures du genre Saccharomvces est d&iv6 
du plasmide 2\i de S. cerevisiae . De plus, ce plasmide d'expression peut 
contenir tout ou partie desdits systfemes de replication, ou peut combiner 
des elements derives du plasmide pKDl aussi bien que du plasmide 2\i. 
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En outre, les plasmides d'expression peuvent §tre des vecteurs 
navettes entre un hote bacterien tel que Escherichia coli et la cellule h6te 
choisie. Dans ce cas, une origine de replication et un marqueur de 
selection fonctionnant dans l'hote bacterien sont requises. II est 
5 " egalement possible de positionner des sites de restriction entourant les 
sequences bacteriennes et uniques sur le vecteur d'expression: ceci 
permet de supprimer ces sequences par coupure et religature in vitro du 
vecteur tronque avant transformation des cellules hotes, ce qui peut 
resulter en une augmentation du nombre de copies et en une stability 
1 0 accrue des plasmides d'expression dans lesdits hotes. Par exemple, de tels 
sites de restriction peuvent correspondre aux sequences telles que 5- 
GGCCNNNNNGGCC-3' (Sfil) ou 5'-GCGGCCGC-3' (NotI) dans la mesure 
ou ces sites sont extremement rares et genEralement absents d'un vecteur 
d'expression. 

1 5 Apres construction de tels vecteurs ou cassette d'expression, ceux- 

ci sont introduits dans les cellules hotes retenues selon les techniques 
classiques dEcrites dans la litterature. A cet egard, toute methode 
permettant d'introduire un ADN etranger dans une cellule peut etre 
utilisee. II peut s'agir notamment de transformation, electroporation, 

20 conjugaison, ou toute autre technique connue de l'homme de Tart. A 
titre d'exemple pour les hdtes de type levure, les differentes souches de 
Kluvveromvces utilisees ont ete transformees en traitant les cellules 
entieres en presence d'acetate de lithium et de polyethyl&ne glycol, selon 
la technique decrite par Ito et aL [J. Bacteriol. 153 (1983) 163], La technique 

25 de transformation decrite par Durrens et aL [Curr. Genet. 18 (1990) 7] 
utilisant Tethylene glycol et le dimethylsulfoxyde a egalement 6te 
utilisee. II est aussi possible de transformer les levures par 
Electroporation, selon la methode decrite par Karube et aL [FEBS Letters 
182 (1985) 901. Un protocole alternatif est Egalement d<§crit en detail dans 

3 0 les exemples qui suivent 

Apr&s selection des cellules transformees, les cellules exprimant 
lesdits polypeptides sont inoculees et la recuperation desdits polypeptides 
peut etre faite, soit au cours de la croissance cellulaire pour les procEdes 
"en continu", soit en fin de croissance pour les cultures "en lots" 
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("batch"). Les polypeptides qui font Tobjet de la presente invention sont 
ensuite purifies & partir du surnageant de culture en vue de leur 
caracterisation moleculaire, pharmacocinetique et biologique. 

Un syst&me d ! expression prefere des polypeptides de l'invention 
5 consiste en Tutilisation des levures du genre Kluyveromyces comme 
cellule hote, transformees par certains vecteurs derives du replicon 
extrachromosomique pKDl initialement isole chez K. marxianus var, 
drosophilarum . Ces levures, et en particulier K. lactis et K. fragilis sont 
generalement capables de repliquer lesdits vecteurs de fagon stable et 
1 0 poss&dent en outre Tavantage d'etre incluses dans la liste des organismes 
G.R.A.S. ("Generally Recognized As Safe"). Des levures privilegiees sont 
preferentiellement des souches industrielles du genre Kluyveromyces 
capables de repliquer de fagon stable lesdits plasmides derives du plasmide 
pKDl et dans lesquels a ete insere un marqueur de selection ainsi qu'une 

1 5 cassette d'expression permettant la s6cr£tion h des niveaux Aleves des 

polypeptides de l'invention. 

La presente invention concerne egalement les sequences 
nucleotidiques codant pour les polypeptides chim&res decrits ci-avant, 
ainsi que les cellules recombinantes, eucaryotes ou procaryotes, 

2 0 comprenant de telles sequences. 

La presente invention concerne aussi l'application k titre de 
medicament des polypeptides selon la presente invention. Plus 
particulierement, l'invention a pour objet toute composition 
pharmaceutique comprenant un ou plusieurs polypeptides tel que decrit 
2 5 ci-avant. 

La presente invention sera plus compl&tement d6crite & Taide des 
exemples qui suivent, qui doivent etre consid^res comme illustratifs et 
non limitatifs. 
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LISTE PES FIGURES 

Les representations des plasmides indiquees dans les Figures suivantes ne 
sont pas traces a l'echelle et sexils les sites de restriction importants pour 
la comprehension des clonages realises ont ete indiques. 

5 Figure 1 : Schematisation des chim&res du type SAH-PEPTIDE 

(A), du type PEPTTDE-SAH (B) ou PEPTIDE-SAH-PEPTTDE (C). 
Abreviations utilises: M/LP, residu methionine initiateur de la 
traduction, eventuellement suivie d ! une sequence signal de secretion; 
SAH, albumine mature ou un de ses variants moleculaires; PEP, peptide 
1 0 d'origine naturelle ou artificielle possedant une propriete therapeutique 
donnee. La sequence PEP peut etre presente plusieurs fois dans les 
molecules de type A, B ou C. La fl&che noire indique l'extremite N- 
terrninale de la proteine mature. 

Figure 2 : Exemples de sequences nucl£otidiques d'un fragment 
15 de restriction Hindl Q codant pour une proteine chim&re du type pr£pro- 
SAH-PEPTTDE. Les filches noires indiquent la fin des regions "pre" et 
"pro" de la SAH. Le site de restriction Mst ll est souligne et le codon 
specifiant la terminaison de la traduction est en caracferes gras. 

-I 

. i .if. 

Figure 3 : Carte de restriction du plasmide pYG105 et strategie 
20 generique de construction des plasmides d'expression des prolines 
chimferes de la presente invention. Abreviations utilisees: P, promoteur 
transcriptionnel; T, terminateur transcriptionnel; IR, sequences repetees 
inversees du plasmide pKDl; LP, sequence signal de secretion; Ap r et Km r 
designent respectivement les g£nes de resistance k l'ampicilline (E. coli) et 
25 au G418 (levures). 

Figure 4 : Exemples de sequence nucleotidique de fragments de 
restriction Mstl l- Hindn i derives du facteur de von Willebrand. Les sites 
de restriction MstH et Hindl Q sont soulignes et le codon de terminaison 
de la traduction est en caract&res gras. La num^rotation des acides amines 
3 0 corresponds k la numerotation du vWF mature d'aprfcs Titani et al. 
[Biochemistry 25 (1986) 3171-3184]. Fragments Mstn - Hindl H des plasmides 
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pYG1248 (panneau A), pYG1206 (panneau B, dans cette chimfcre 
particuli£re le residu Leu694 du vWF est egalement le dernier residu 
(Leu585) de la SAH), pYG1214 (panneau C) et pYG1223 (panneau D). 

Figure 5 : Caracterisation du materiel secrete aprfes 4 jours de 
5 culture (erlenmeyers) de la souche CBS 293.91 transformee par les 
plasmides pYG1248 (plasmide d'expression d'une chimfere du type SAH- 
vWF Thr470-->Val713) et pKan707 (plasmide controle). Dans cette 
experience les resultats des panneaux A, B, et C ont ete migres sur le 
rneme gel (SDS-PAGE 8,5%) puis traites separemment. 
10 A, coloration au bleu de coomassie; standard de poids moleculaire 

(piste 2); surnageant equivalent k 50 (il de la culture transformee par les 
plasmides pKan707 en milieu YPL (piste 1), ou pYG1248 en milieu YPD 
(piste 3) ou YPL (piste 4). 

B, caracterisation immunologique du materiel secrete aprfes 

1 5 utilisation d'anticorps de sour is diriges contre le vWF humain: meme 

legende qu'en A k l'exception que des standards biotiniles de poids 
moleculaire ont 6t£ utilises. 

C, caracterisation immunologique du materiel secrete apr&s 
utilisation d'anticorps de lapin diriges contre l'albumine humaine: 

2 0 surnageant equivalent a 50 p.1 de la culture transformee par les plasmides 

pKan707 en milieu YPL (piste 1), ou pYG1248 en milieu YPD (piste 2) ou 
YPL (piste 3). 

Figure 6 : Cinetique de secretion d'une chim£re de Tinvention 
par la souche CBS 293.91 transformee par le plasmide pYG1206 (SAH- 
25 vWF Leu694-Pro708). 

A, coloration au bleu de coomassie; standard de poids moleculaire 
(piste 1); surnageant Equivalent a 2,5 pi d ! une culture "Fed Batch" en 
milieu YPD apr£s 24h. (piste 2), 40h. (piste 3) ou 46h. (piste 4) de 
croissance. 

3 0 B, caracterisation immunologique du materiel s6cret6 apr&s 

utilisation d'anticorps de souris diriges contre le vWF humain: mSme 
legende qu'en A k l'exception que des standards biotiniles de poids 
moleculaire ont 6te utilises (piste 1). 
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Figure 7 : Caracterisation du materiel secrete par K. lactis 
transforme par les plasmides pKan707 (plasmide controle, piste 2), 
pYGl206 (piste 3), pYG1214 (piste 4) et pYG1223 (piste 5); standard de poids 
moleculaire (piste 1). Les depots correspondent k 50 jal de surnageant 
5 d'une culture stationnaire apr£s croissance en milieu YPD, migration 
dans un gel a 8.5% d'acrylamide et coloration au bleu de coomassie. 

EXEMPLES 

1 0 TECHNIQUES GENERALES DE CLONAGE. 

Les m6thodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles 
que les extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation 
d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de cesium, Telectrophorfese 
sur gels d' agarose ou d'acrylamide, la purification de fragments d'ADN 
1 5 par electrocution, les extraction de proteines au phenol ou au phenol- 
chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de TSthanol ou 
de l'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli etc ... sont bien 
connues de l'homme de metier et sont abondament decrites dans la 
litterature [Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", 
20 Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel 
RM. et al. (eds), "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley & 
Sons, New York, 1987]. 

Les enzymes de restriction ont ete fournies par New England 
Biolabs (Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham et 
25 sont utilisees selon les recommandations des fournisseurs. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la s6rie M13 
sont d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont s6par£s selon leur 
taille par electrophorfese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au 
30 phenol ou par un melange phenol /chloroforme, precipit£s k l'6thanol 
puis incubes en presence de TADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les 
recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes est effectue par le 
fragment de Klenow de TADN Polymerase I d 7 E. coli (Biolabs) selon les 
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specifications du fournisseur. La destruction des extremites 3' 
proeminentes est effectuee en presence de l'ADN Polymerase du phage T4 
(Biolabs) utilisee selon les recommandations du fabricant. La destruction 
des extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement menage 
5 par la nuclease Sl. 

La mutag£n£se dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides 
synthetiques est effectuee selon la methode developpee par Taylor et aL 
[Nucleic Acids Res. 13 (1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par 
Amersham. 

1 0 L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique 

dite de PCR [Polym6rase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et aL, 
Science 230 (1985) 1350-1354; Mullis KB. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 
155 (1987) 335-350] est effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" 
(Perkin Elmer Cetus) selon les specifications du fabricant. 
15 La verification des sequences nucleotidiques est effectuee par la 

methode developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. ScL USA, 74 (1977) 
5463-5467] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

Les transformations de K. lactis avec l'ADN des plasmides 
d'expression des prolines de la presente invention sont effectuees par 

2 0 toute technique connue de I'homme de Tart, et dont un exemple est 

donne dans le texte. 

Sauf indication contraire, les souches bacteriennes utilisees sont R 
coli MC1060 (lacIPOZYA, X74, galU, galK , strA r ), ou E. coli TGI (lac. 
2roA,B, supE , thi, hsdD5 / FtraD36, proA+B*, lacW, lacZ, M15). 

2 5 Les souches de levures utilisees appartiennent aux levures 

bourgeonnantes . et plus particuli£rement aux levures du genre 
Kluyveromyces. Les souche K. lactis MW98-8C (a, uraA, arg, lys, K + , 
pKDl°) et K. lactis CBS 293.91 ont ete particulterement utilises; un 
echantillon de la souche MW98-8C a ete depose le 16 Septembre 1988 au 

3 0 Centraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS) h Baarn (Pays Bas) oil il a 

ete enregistr6 sous le num^ro CBS 579.88. 

Une souche bactgrienne ( E. coli) transformee avec le plasmide pET- 
8c52K a £te d<§pos6e le 17 Avril 1990 auprSs de l'American Type Culture 
Collection sous le num£ro ATCC 68306. 
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Les souches de levures transformees par les plasmides d'expression 
codant pour les proteines de la presente invention sont cultivees en 
erlenmeyers ou en fermenteurs pilotes de 21 (SETRIC, France) k 28°C en 
milieu riche (YPD: 1% yeast extract, 2% Bactopeptone, 2% glucose; ou YPL: 
5 1% yeast extract, 2% Bactopeptone, 2% lactose) sous agitation constante. 

EXEMPLE 1: COUPLAGE EN OTERMINAL DE LA SAH. 

Le plasmide pYG404 est decrit dans la demande de brevet EP 361 
991. Ce plasmide comporte un fragment de restriction HindlTI codant 
1 0 pour le g&ne de la prepro-SAH precede des 21 nucleotides naturellement 
presents immediatement en amont de l'ATG initiateur de traduction du 
gene PGK de S. cerevisiae . La sequence nucleotidique de ce fragment de 
restriction est incluse dans celle de la Figure 2. Le site Mstl l localise dans 
la sequence codante, a trois residus du codon specifiant la fin de 

1 5 traduction est particulierement utile comme site de clonage d'un; peptide 

biologiquement actif que Ton desire coupler en phase traductionnelle en 
C-terminal de la SAH. Dans un mode de realisation particulier, il est utile 
d'utiliser des peptides dont la sequence est codee par un fragment de 
restriction MstH -Hindl ll du type: 5 '-CCTTAGG CTTA [3xN] p TAAGCTT- 
20 3', la sequence codant le peptide (p residus) biologiquement actif est 
[3xN] p ). La ligature de ce fragment avec le fragment de restriction HindH I- 
Mstll correspondant h la totalite du gfene codant pour la SAH h Texception 
des trois acides amines les plus C-terminaux (residus Leucine-Glycine- 
Leucine) gen£re un fragment de restriction Hirudin comportant un gfene 

2 5 hybride codant pour une proteine chim&re du type SAH-PEPTIDE (Figure 

1, panneau A), immediatement pr£cedee de la region d'exportation 
"prepro" de la SAH. Dans un autre mode de realisation, le peptide 
biologiquement actif peut etre presents plus d'une fois dans la chim&re. 

3 0 EXEMPLE 2: COUPLAGE EN N-TERMINAL DE LA SAH. 

Dans un mode realisation particulier, les techniques combines de 
mutagen^se dirigee et d'amplification PCR permettent de construire des 
gfenes hybrides codant pour une proteine chim^re resultant du couplage 
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traductionnel entre un peptide signal (et par exemple la region prepro de 
la SAH), une sequence incluant le peptide biologiquement actif et la 
forme mature de la SAH ou un de ses variants moleculaires. Ces gfcnes 
hybrides sont preferentiellement bordes en 5' de l'ATG initiateur de 
traduction et en 3* du codon de fin de traduction par des sites de 
restriction HindlEE et codent pour des proteines chim£res du PEPTIDE- 
SAH (Figure 1, panneau B). Dans un mode realisation encore plus 
particulier, le peptide biologiquement actif peut §tre presents plus d'une 
fois dans la chim&re. 

EXEMPLE 3: COUPLAGE EN N- ET C-TERMINAL DE LA SAH. 



Les techniques combinees de mutagendse dirigee et d ! amplification 
PCR decrites dans les exemples 1 et 2 permettent de construire des gfenes 
hybrides codant pour une proteine chimfere resultant du couplage 

1 5 traductionnel entre la forme mature de la SAH, ou un de ses variants 

moleculaires, et un peptide biologiquement actif couple aux extremity N- 
et C-terminales de la SAH. Ces genes hybrides sont preferentiellement 
bordes en 5' de l'ATG initiateur de traduction et en 3* du codon de fin de 
traduction par des sites de restriction HindlQ et codent pour des proteines 
20 chim&res du type PEPTIDE-SAH-PEPTIDE (Figure 1, panneau C), 
immediatement precedee de la region d'exportation "prepro" de la SAH. 
Dans un mode realisation encore plus particulier, le peptide 
biologiquement actif peut etre presents plus d'une fois dans la chimfere. 

2 5 EXEMPLE 4: PLASMIDES D'EXPRESSION. 

Les proteines chim^res des exemples precedents peuvent etre 
exprimees dans les levures a partir de promoteurs fonctionnels, 
regulables ou constitutifs, tels que, par exemple, ceux presents dans les 
plasmides pYG105 (promoteur LAC4 de Kluy veromyces lactis) , pYG106 

3 0 (promoteur PGK de Saccharomyces cerevisiae) , p YG536 (promoteur PHQ 5 

de S. cerevisiae) . ou des promoteur hybrides tels que ceux droits dans la 
demande de brevet EP 361 991. Les plasmides pYG105 et pYG106 sont ici 
particuliferement utiles car ils permettent Texpression des gfenes cod^s par 
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les fragments de restriction Hindlll tel que decrits dans les exemples 
precedents et clones dans le site Hindlll et dans l'orientation productive 
(definie comme l'orientation qui place la region "prepro" de 1'albumine 
de fa?on proximale par rapport au promoteur de transcription), k partir de 
5 promoteurs fonctionnels chez K. lactis, regulables (pYG105) ou constitutifs 
(pYG106). Le plasmide pYG105 corresponds au plasmide pKan707 decrit 
dans la demande de brevet EP 361 991 dans lequel le site de restriction 
Hindin unique et localise dans le g&ne de resistance a la geneticine (G418) 
a ete detruit par mutagen&se dirigee tout en conservant une proteine 

1 0 inchangee (oligodeoxynucleotide S'-GAAATGCATAAGCTCTTGCCATT- 

CTCACCG-3'). Le fragment Sall-SacI codant pour le g£ne URA3 du 
plasmide mute a ete ensuite remplace par un fragment de restriction Sall- 
SacI comportant une cassette d'expression constitute du promoteur LAC4 
de K. lactis (sous la forme d'un fragment Sall - HindH I) et du terminateur 
15 du g&ne PGK de S. cerevisiae (sous la forme d'un fragment Hindm-SacI ). 
Le plasmide pYG105 est mitotiquement trds stable chez les levures 
Kluyveromyces et une carte de restriction en est donnee & la Figure 3. Les 
plasmides pYGlOS et pYG106 ne different entre eux que par la nature du 
promoteur de transcription encode par le fragment Sall - HindH L 

20 

EXEMPLE 5: TRANSFORMATION DES LEVURES. 

La transformation des levures appartenant au genre 
Kluyveromyces, et en particulier les souches MW98-8C et CBS 293.91 de IC 
lactis, s'effectue par exemple par la technique de traitement des cellules 

2 5 enti&res par de Tacetate de lithium [Ito H. et al., J. Bacteriol. 153 (1983) 163- 

168], adaptee comme suit. La croissance des cellules se fait k 28°C dans 50 
ml de milieu YPD, avec agitation et jusqu'a une densite optique k 600 nm 
(DOgoo) comprise entre 0,6 et 0,8; les cellules sont r6coltees par 
centrifugation a faible vitesse, lavees dans une solution sterile de TE (10 

3 0 mM Tris HC1 pH 7,4; 1 mM EDTA), resuspendues dans 3-4 ml d'ac^tate 

lithium (0,1 M dans du TE) pour obtenir une densite cellulaire d' environ 
2 x 10 8 cellules /ml, puis incub^es k 30°C pendant 1 heure sous agitation 
moderee. Des aliquotes de 0,1 ml de la suspension resultante de cellules 
comp£tentes sont incubes a 30°C pendant 1 heure en presence d'ADN et k 
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une concentration finale de 35% de polyethylene glycol (PEG400O/ Sigma). 
Apres un choc thermique de 5 minutes St 42°C, les cellules sont lavees 2 
fois, resuspendues dans 0,2 ml d'eau sterile et incubees 16 heures k 28°C 
dans 2 ml de milieu YPD pour permettre Texpression phenotypique du 
5 gene de resistance au G418 exprim£ sous controle du promoteur P^i (cf. EP 
361 991); 200 \il de la suspension cellulaire sont ensuite etales sur boites 
YPD selectives (G418, 200 ng/ml). Les boites sont mises k incuber k 28°C et 
les transformants apparaissent apr&s 2 k 3 jours de croissance cellulaire. 

1 0 EXEMPLE 6: SECRETION DES CHIMERES. 

Apr6s selection sur milieu riche supplement^ en G418 les clones 
recombinants sont testes pour leur capacite k secreter la forme mature des 
proteines chimferes. Quelques clones correspondant k la souche CBS 
293.91 ou MW98-8C transformee par les plasmides d r expression des 

1 5 chim&res entre la SAH et la partie biologiquement active sont mis k 

incuber en milieu YPD ou YPL a 28°C. Les surnageants cellulaires sont 
recuperes par centrifugation quand les cellules atteignent la phase 
stationnaire de croissance, eventuellement concentres 10 fois par 
precipitation pendant 30 minutes a -20°C dans une concentration finale de 

2 0 60% d'ethanol, puis testes apr£s electrophorese en gel SDS-PAGE k 8.5%, 

soit directement par coloration du gel par du bleu de coomassie, soit aprfes 
immunoblot en utilisant des anticorps primaires diriges contre la partie 
biologiquement active ou un serum polyclonal de lapin dirige contre la 
SAH. Lors des experiences de detection immunologique, le filtre de 
25 nitrocellulose est d'abord incube en presence des anticorps primaires 
specifiques, lave plusieurs fois, incube en presence d'anticorps de ch&vre 
diriges contre les anticorps primaires, puis incube en presence d'un 
complexe avidine-peroxydase en utilisant le "kit ABC" distribue par 
Vectastain (Biosys S.A., Cornpi&gne, France). La reaction immunologique 

3 0 est ensuite r6v616e par addition de diamino-3,3' benzidine 

tetrachlorydrate (Prolabo) en presence d ! eau oxygen^e, selon les 
recommandations du fabricant. 
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EXEMPLE 7: CHIMERES DERIVEES DU FACTEUR DE VON 
WILLEBRAND. 

E.7.1. Fragments antagonistes de la fixation du vWF aux plaquettes. 
E.7.1.1. Residus Thr470-Val713 du vWR 
5 Le plasmide pET-8c52K comporte un fragment du cDNA du vWF 

codant pour les residus 445 k 733 du vWF humain et inclus done 
plusieurs determinants cruciaux de l'interaction entre le vWF et les 
plaquettes d'une part, et certains elements de la membrane basale et du 
tissu sous-endothelial d'autre part, et notamment les peptides G10 et D5 
1 0 antagonistes de l'interaction entre vWF et GPlb [Mori H. et aL, J. Biol. 
Chem. 263 (1988) 17901-17904], Cette sequence peptidique est identique & la 
sequence correspondante decrite par Titani et aL [Biochemistry 25 (1986) 
3171-3184] a l'exception du residu 618 (threonine k la place de l'alanine). 
L'amplification de ces determinants genetiques peut etre realisee k partir 

1 5 du plasmide pET-8c52K, par exemple par la technique d'amplification 

PCR, en utilisant comme amorce des oligodeoxynucleotides codant pour 
des residus contigus localises de part et d f autres de la sequence k amplifier- 
Les fragments amplifies sont ensuite clones dans des vecteursdu type 
M13 en vue de leur verification par sequengage en utilisant soit les 

2 0 amorces universelles situ§es de part et d' autre du multisite de clonage, 

soit des oligodeoxynucleotides specifiques de la region amplifiee du g£ne 
du vWF dont la sequence de plusieurs isomorphes est connue [Sadler J.E. 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 82 (1985) 6394-6398; Verweij C.L. et aL, EMBO J. 
5 (1986) 1839-1847; Shelton-Inloes B.B. et al., Biochemistry 25 (1986) 3164- 

2 5 3171; Bonthron D. et aL, Nucleic Acids Res. 17 (1986) 7125-7127]. Ainsi, 

Tamplification PCR du plasmide pET-8c52K avec les oligo- 
deoxynucleotides 5-CCCGGGATC CCTTAGG CTTAACCTGTGAAGCCT- 
GC-3 1 (Sql969 7 le site Mstn est souligne) et 5-CCCGGGATCC AAGCTTA G- 
ACTTGTGCCATGTCG-3' (Sq2029, le site Hindin est souhgne) genfere un 

3 0 fragment de restriction Mstl l- Hindl ll incluant les residus Thr470 a Val713 

du vWF (Figure 4, panneau A), La ligature de ce fragment avec le 
fragment de restriction Hindl H- Mstl l correspondant k la totalite du g&ne 
codant pour la SAH a Texception des trois acides amines les plus C- 
terminaux (cf. Figure 2) genfere un fragment de restriction Hind III 
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comportant un gene hybride codant pour une proteine chim^re du type 
SAH-PEPTIDE (Figure 1, panneau A), immediatement precedee de la 
region d'exportation "prepro" de la SAH. Ce fragment de restriction est 
clone dans 1'orientation productive dans le site Hindlll du plasmide 
5 pYG105, ce qui gen&re le plasmide d'expression pYG1248. 
E.7.L2. Variants moleculaires. 
Dans un autre mode de realisation, le site de liaison du vWF est un 
peptide incluant les residus Thr470 a Asp498 du vWF mature. Cette 
sequence inclus le peptide G10 (Cys474-Pro488) decrit par Mori et aL [J. 

1 0 Biol. Chem. 263 (1988) 17901-17904] et capable d'antagoniser interaction 
du vWF humain k la GPlb des plaquettes humaines. La sequence 
correspondant au peptide G10 est d'abord incluse dans un fragment de 
restriction Mst H- Hindl H (Figure 4, panneau B), par exemple par 
amplification PGR du plasmide pET-8c52K avec les oligodeoxynucleotides 

1 5 Sql969 et S'-CCCGGGATCC AAGCTTA GTCCTCCACATACAG-S' (Sql970, 
le site Hindl ll est souligne), ce qui gen&re un fragment de restriction 
Mstl l- Hindl ll incluant le peptide G10, et dont la sequence est: 5- 
CCTTAGGC TTAACCTGTGAAGCCTGCCAGGAGCCGGGAGGCCTGGT- 
GGTGCCTCCCACAGATGCCCCGGTGAGCCCCACCACTCTGTATGTG- 

20 GAGGACT AAGCTT- 3'Qa sequence codant pour le peptide G10 est en 
caract&res gras). La ligature de ce fragment avec le fragment de restriction 
Hindlll-Mstll correspondant k la totalite du gene codant pour la SAH k 
Texception des trois acides amines les plus C-terminaux (cf. Figure 2) 
gen^re un fragment de restriction Hindl ll comportant un g&ne hybride 

25 codant pour une proteine chimere du type SAH-PEPTIDE (Figure 1, 
panneau A), immediatement precedee de la region d'exportation 
"prepro" de la SAH. Ce fragment de restriction est clone dans 
Torientation productive dans le site Hindl ll du plasmide pYG105, ce qui 
genere le plasmide d'expression pYG1214. 

3 0 Dans un autre mode de realisation, le site de liaison du vWF k la 

GPlb est directement contju a Taide d^ligodeoxynucl^otides synth^tiques, 
et par exemple les oligodeoxynucleotides S-TTAGGCCTCTGTGACCTTG- 
CCCCTGAAGCCCCTCCTCCTACTCTGCCCCCCTAAGCTTA-3 , et 5-GAT- 
CTAAGCTTAGGGGGGCAGAGTAGGAGGAGGGGCTTCAGGGGCAAG- 



BNSDOCID:<FR 2686S99A1 I > 



2686899 



20 

GTCACAGAGGCC-3'. Ces oligodeoxynucleotides forment en s'appariant 
un fragment de restriction Mstl l-Bglll incluant le fragment Mstl l -Hindl ll 
(Figure 4, panneau C) correspondant au peptide D5 d6fini par les residus 
Leu694 h Pro708 du vWF. La ligature du fragment MstH-Hindm avec le 
5 ' fragment de restriction HindHI-Mstll correspondant k la totalite du gfene 
codant pour la SAH a l'exception des trois acides amines les plus C- 
terminaux (cf. Figure 2) gen&re un fragment de restriction Hindlll 
comportant un g&ne hybride codant pour une proteine chim&re du type 
SAH-PEPTIDE (Figure 1, panneau A), immediatement precedee de la 
1 0 region deportation "prepro" de la SAH. Ce fragment de restriction est 
clone dans Torientation productive dans le site Hindlll du plasmide 
pYG105, ce qui gen&re le plasmide d'expression pYG1206. 

Des variants utiles du plasmide pET-8c52K sont deletes par 
mutagenfese dirigee entre les peptides G10 et D5, par exemple des sites de 

1 5 fixation au collagene, et/ou a l'heparine, et/ou k la botroc^tine , et/ou aux 

sulfatides et/ou a la ristocetine. Un exemple est le plasmide pMMB9 
del^t^s par mutag6n£se dirigee entre les r6sidus Cys509 et Ile662, 
L'amplification PCR de ce plasmide avec les oligodeoxynucleotides' Sql969 
et Sq2029 gen&re un fragment de restriction Mstll-Hindlll (Figure 4, 

2 0 panneau D) incluant les residus Thr470 a Tyr508 et Arg663 k Val713 et en 

particulier les peptides G10 et D5 du vWF et delete en particulier de son 
site de fixation au collagene localise entre les residus Glu542 et Met622 
[Roth G.J. et al. Biochemistry 25 (1986) 8357-8361]. La ligature de ce 
fragment avec le fragment de restriction Hind m -Mstn correspondant k la 

2 5 totalite du g£ne codant pour la SAH a Texception des trois acides amines 

les plus C-terminaux (cf. Figure 2) genere un fragment de restriction 
Hind lll comportant un g&ne hybride codant pour une proline chimfere 
du type SAH-PEPTIDE (Figure 1, panneau A), immediatement precedee 
de la region d'exportation "prepro 1 ' de la SAH. Ce fragment de restriction 

3 0 est clone dans l'orientation productive dans le site Hindl ll du plasmide 

pYG105, ce qui genere le plasmide d'expression pYG1223. 

Dans d f autres modes de realisation, l'utilisation des techniques 
combinees de mutagenese dirigee et d'amplification PCR permet de 
generer a volont6 des variants du fragment de restriction Mstn - Hindi n du 
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panneau A de la Figure 4 mais deletes d'un ou plusieurs sites de fixation 
aux sulfatides et/ou k la botroc£tine et/ou k l'heparine et/ou au collagfene 
et/ou tout residu implique par mutation naturelle dans l'emergence de 
pathologies de type IIB associee au vWR 
5 Dans d'autres variants utiles du plasmide pET-8c52K des mutations 

sont introduces, par exemple par mutagen&se dirigee, pour remplacer ou 
supprimer tout ou partie de l'ensemble des cysteines presentes aux 
positions 471, 474, 509 et 695 du vWF humain. Des exemples particuliers 
sont les plasmides dans lesquels les cysteines presentes aux positions 471 
10 et 474 d'une part et aux positions 471, 474, 509 et 695 d'autre part ont ete 
respectivement remplaces par des residus Glycine. I/amplification PCR 
de ces plasmides avec les oligodeoxynucleotides Sq2149 (5-CCCGGGA- 
TC CCTTAGG CTTAACCGGTGAAGCCGGC-3'. le site MstH est souligne) 
et Sq2029 permet de generer des fragments de restriction MstH - Hindl ll 

1 5 incluant les residus Thr470 a Val713 du vWF naturel k l'exception qu'au 

moins les residus Cysteine aux positions 471 et 474 ont ete mutes en des 
residus Glycine. La ligature de ces fragments avec le fragment de 
restriction Hindm-Mstll correspondant k la totalite du g6ne codant pour la 
SAH a l'exception des trois acides amines les plus C-terminaux (cf. Figure 

2 0 2) gen&re un fragment de restriction Hindm comportant un g&ne hybride 

codant pour une proteine chimdre du type SAH-PEPTIDE (Figure 1, 
panneau A), immediatement precedee de la region d'exportation 
"prepro" de la SAH. Ces fragments de restriction sont clones dans 
Torientation productive dans le site Hindl ll du plasmide pYG105, ce qui 

2 5 genere les plasmides d'expression correspondants. 

D*autres mutations particulierement utiles concernent au moins 
un residu implique dans des pathologies de type IIB associ£es au vWF, 
comme les residus Arg543, Arg545, TrpSSO, Val553 ou Arg578 par 
exemple. 

3 0 E.7.2. Fragments antagonistes de la fixation du vWF au sous 

endothelium. 

Dans un mode de realisation particulier, les sites de liaison du vWF 
aux composants du tissu sous-endothelial, et par exemple du collagfene, 
sont gen^res par amplication PCR du plasmide pET-8c52K, par exemple 
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avec les oligodeoxynucleotides Sq2258 (S'-GGAT CCTTAGGG CTG- 
TGCAGCAGGCTACTGGACCTGGTC-3 t , le site MstH est souligne) et 
Sq2259 (5-GAATT CAAGCTTA ACAGAGGTAGCTAACGATCTCGTCCC- 
3', le site Hindi n est souligne), ce qui gen&re un fragment de restriction 
5 MstH-Hindl H codant pour les residus Cys509 k Cys695 du vWF naturel. 
Des variants moleculaires de deletion ou modifies sont egalement 
generes qui comportent toute combinaison souhaitable entre les sites de 
fixation du vWF aux sulfatides et/ou a la botrocetine et/ou k l'heparine 
et/ou au collagfene et/ou tout residu responsable d'une augmentation de 
1 0 l'affinite du vWF pour la GPlb (pathologies de type IIB associee au vWF). 
Dans un autre mode de realisation, le domaine capable de se fixer au 
collag£ne peut egalement provenir du fragment du vWF compris entre 
les residus 911 et 1114 et decrit par Pareti et al. [J. Biol. Chem. (1987) 262 : 
13835-13841]. La ligature de ces fragments avec le fragment de restriction 

1 5 Hindl ll- Mstl l correspondant h la totalite du g&ne codant pour la SAH k 

l'exception des trois acides amines les plus C-terminaux (cf. Figure 2) 
genere des fragments de restriction Hindlll comportant un gfene'hybride 
codant pour une proteine chimere du type SAH-PEPTIDE (Figure 1, 
panneau A), immediatement precedee de la region d'exportation 
20 "prepro" de la SAH. Ces fragments de restriction sont clones dans 
l'orientation productive dans le site HindM du plasmide pYG105, ce qui 
genere les plasmides d'expression correspondants. 

EXEMPLE 8: PURIFICATION ET CARACTERISATION MOLECULAIRE 

2 5 DES CHIMERES ENTRE SAH ET vWF. 

Les chim&res presentes dans les surnageants de culture 
correspondant a la souche CBS 293.91 transformee, par exemple par les 
plasmides pYG1248, pYG1214, pYG1206, ou pYG1223, sont purifies et 
caracterisees. Les surnageants sont concentres, par exemple par 
30 precipitation en presence d^thanol, et le culot est resolubilis6 dans un 
tampon Tris-HCl 50 mM pH 8.0. les chimeres sont alors purifiee par 
chromatographie d'affinit£, par exemple sur Bleu-Trisacryl (IBF). Une 
purification supplemental par chromatographie d'echange dlons peut 
etre effectu^e si n6cessaire. Apr£s 61ution, les fractions contenant la 
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proline sont r^unies, dialysees contre de l'eau et lyophilisees avant 
caract£risation physicochimique et immunologique. Les resultats des 
Figures 5 & 7 d£montrent que la levure K. lactis est capable de s6cr6ter des 
proteines chim&res entre la SAH et un fragment du vWF, et que ces 
5 chimeres sont correctement reconnues par des anticorps reconnaissant la 
SAH ou le vWF. De plus, le sequengage (Applied Biosystem) des 
chimeres purifiees indique la sequence N-terminale attendue de 
l'albumine mature (Asp-Ala-His...), demontrant une maturation correcte 
de ladite proteine chimfere immediatement en Oterminal du doublet de 
1 0 residus Arg-Arg de la region "pro" de la SAH (cf. Figure 2). 
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REVINDICATIONS 

1. Polypeptide recombinant cornportant une partie active derivee 
d'un polypeptide ayant une activite therapeutique, genetiquement 
couplee a une albumine ouiun variant de I'albumine. 

5 2. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce que le 

polypeptide ayant une activite therapeutique est un polypeptide d'origine 
humaine. 

3. Polypeptide selon la revendication 2 caracterise en ce que le 
polypeptide ayant une activite therapeutique est choisi parmi tout ou 

1 0 partie des enzymes, des inhibiteurs d'enzymes, des antigfenes, des 
anticorps, des hormones, des facteurs de la coagulation, des interferons, 
des cytokines, des facteurs de croissance et/ou de differentiation, des 
facteurs impliques dans la genese/resorption des tissus osseux, des 
facteurs chimiotactiques, des facteurs de motilite ou de migration 

1 5 cellulaire, des facteurs cytostatiques, des facteurs bactericides ou 

antifongiques, ou des molecules adhesives plasmatiques, interstitielles ou 
des matrices extracellulaires. 

4. Polypeptide selon l'une des revendications 1 & 3 caracterise en 
ce que le polypeptide ayant une activite therapeutique est choisi parmi 

20 toute sequence peptidique antagoniste ou agoniste d'inter actions 
moleculaires et/ou cellulaires impliquees dans les pathologies des 
compartiments circulatoires et inters titiels. 

5. Polypeptide selon Tune des revendications 1 & 4 caracterise en 
ce que la partie active presente une structure choisie parmi : 

2 5 (a) la structure peptidique enti&re ou, 

(b) un fragment de (a) ou une structure derivee de (a) par 
modification structurale (mutation, substitution addition et/ou deletion 
d*un ou plusieurs residus) et conservant une activite therapeutique. 
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6. Polypeptide selon Tune des revendications 1 & 5 caracteris£ en 
ce que la partie active est couplee & Textremite N-terminale de 
l'albumine. 

7. Polypeptide selon Tune des revendications 1^5 caracteris£ en 
5 ce que la partie active est couplee a l'extremite C-terminale de l'albumine. 

8. Polypeptide selon l'une des revendications 1 & 7 caracterise en 
ce que la partie active y est represents plusieurs fois. 

9. Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide selon 
Tune quelconque des revendications 1 k 8. 

1 0 10. Sequence nucleotidique selon la revendication 9 caract£risee 

en ce qu'elle comprend une sequence "leader" permettant la secretion du 
polypeptide exprime. 

11. Cassette d'expression comprenant une sequence nucleotidique 
selon Tune des revendications 9 ou 10 sous le controle d'une region 

1 5 d'initiation de la transcription et eventuellement d'une region de 

terminaison de la transcription. 

12. Plasmide autoreplicatif comportant une cassette d'expression 
selon la revendication 11. 

13. Cellule recombinante eucaryote ou procaryote dans laquelle a 

2 0 ete insere une sequence nucleotidique selon Tune des revendications 9 ou 

10 ou une cassette d'expression selon la revendication 11 ou un plasmide 
selon la revendication 12. 

14. Cellule recombinante selon la revendication 13 caracterisee en 
ce qu'il s'agit d'une levure, d'une cellule animale, d'un champignon ou 

2 5 d'une bacterie. 

15. Cellule recombinante selon la revendication 14 caracterisee en 
ce qu'il s'agit d'une levure. 
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16. Cellule recombinante selon la revendication 15 caracterisee en 
ce qu'il s'agit d'une levure du genre Saccharomyces ou Kluy ver omy ces . 

17. Procede de preparation d'un polypeptide tel que defini dans 
Tune des revendications 1 & 8 caract6ris£ en ce que Ton cultive une cellule 
recombinante selon Tune des revendications 13 k 16 dans des conditions 
^expression, et on recup&re le polypeptide produit. 

18. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs 
polypeptides selon Tune quelconque des revendications 1 k 8. 
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AAGCT TTACAACAAA TATAAAAACA ATG AAG TGG GXA ACC TTT ATT TCC CTT. CTT TTT CTC TTT 

Met Lys Trp Val Thr Phe He Ser Leu Leu Phe Leu Phe -12 

AGC TCG GCT TAT TCCjAGG GGT GTG TTT CGT CGaIgAT GCA CAC AAG AGT GAG GTT GCT CAT 

Ser Ser Ala Tyr SerYArg Gly Val Phe Arg ArgfAsp Ala His Lys Ser Glu Val Ala His 9 

CGG TTT AAA GAT TTG GGA GAA GAA AAT TTC AAA GCC TTG GTG TTG ATT GCC TTT GCT CAG 

Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu Asn Phe Lys Ala Leu Val Leu lie Ala Phe Ala Gin 29 

TAT CTT CAG CAG TGT CCA TTT GAA GAT CAT GTA AAA TTA GTG AAT GAA GTA ACT GAA TTT 

Tyr Leu Gin Gin Cys Pro Phe Glu Asp His Val Lys Leu Val Asn Glu Val Thr Glu Phe 49 

GCA AAA ACA TGT GTT GCT GAT GAG TCA GCT GAA AAT TGT GAC AAA TCA CTT CAT ACC CTT 

Ala Lys Thr Cys Val Ala Asp Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys Ser Leu His Thr Leu 69 

TTT GGA GAC AAA TTA TGC ACA GTT GCA ACT CTT CGT GAA ACC TAT GGT GAA ATG GCT GAC 

Phe Gly Asp Lys Leu Cys Thr Val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala Asp 89 

TGC TGT GCA AAA CAA GAA CCT GAG AGA AAT GAA TGC TTC TTG CAA CAC AAA GAT GAC AAC 

Cys Cys Ala Lys Gin Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gin His Lys Asp Asp Asn 109 

CCA AAC CTC CCC CGA TTG GTG AGA CCA GAG GTT GAT GTG ATG TGC ACT GCT TTT CAT GAC 

Pro Asn Leu Pro Arg Leu Val Arg Pro Glu Val Asp Val Met Cys Thr Ala Phe His Asp 129 

AAT GAA GAG ACA TTT TTG AAA AAA TAC TTA TAT GAA ATT GCC AGA AGA CAT CCT TAG TTT 

Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys Tyr Leu Tyr Glu He Ala Arg Arg His Pro Tyr Phe 149 

TAT GCC CCG GAA CTC CTT TTC TTT GCT AAA AGG TAT AAA GCT GCT TTT ACA GAA TGT TGC 

Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Phe Phe Ala Lys Arg Tyr Lys Ala Ala Phe Thr Glu Cys Cys 169 

CAA GCT GCT GAT AAA GCT GCC TGC CTG TTG CCA AAG CTC GAT GAA CTT CGG GAT GAA GGG 

Gin Ala Ala Asp Lys Ala Ala Cys Leu Leu Pro Lys Leu Asp Glu Leu Arg Asp Glu Gly 189 

AAG GCT TCG TCT GCC AAA CAG AGA CTC AAG TGT GCC AGT CTC CAA AAA TTT GGA GAA AGA 

Lys Ala Ser Ser Ala Lys Gin Arg Leu Lys Cys Ala Ser Leu Gin Lys Phe Gly Glu Arg . 209 

GCT TTC AAA GCA TGG GCA GTA GCT CGC CTG AGC CAG AGA TTT CCC AAA GCT GAG TTT GCA 

Ala Phe Lys Ala Trp Ala Val Ala Arg Leu Ser Gin Arg Phe Pro Lys Ala Glu Phe Ala 229 

GAA GTT TCC AAG TTA GTG ACA GAT CTT ACC AAA GTC CAC ACG GAA TGC TGC CAT GGA GAT 

Glu Val Ser Lys Leu Val Thr Asp Leu Thr Lys Val His Thr Glu Cys Cys His Gly Asp 249 

CTG CTT GAA TGT GCT GAT GAC AGG GCG GAC CTT GCC AAG TAT ATC TGT GAA AAT CAA GAT 

Leu Leu Glu Cys Ala Asp Asp Arg Ala Asp Leu Ala Lys Tyr He Cys Glu Asn Gin Asp 269 

TCG ATC TCC AGT AAA CTG AAG GAA TGC TGT GAA AAA CCT CTG TTG GAA AAA TCC CAC TGC 

Ser He Ser Ser Lys Leu Lys Glu Cys Cys Glu Lys Pro Leu Leu Glu Lys Ser His Cys 289 

ATT GCC GAA GTG GAA AAT GAT GAG ATG CCT GCT GAC TTG CCT TCA TTA GCT GCT GAT TTT 

He Ala Glu Val Glu Asn Asp Glu Met Pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Asp Phe 309 

GTT GAA AGT AAG GAT GTT TGC AAA AAC TAT GCT GAG GCA AAG GAT GTC TTC CTG GGC ATG 

Val Glu Ser Lys Asp Val Cys Lys Asn Tyr Ala Glu Ala Lys Asp Val Phe Leu Gly Met 329 

TTT TTG TAT GAA TAT GCA AGA AGG CAT CCT GAT TAC TCT GTC GTA CTG CTG CTG AGA CTT 

Phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg His Pro Asp Tyr Ser Val Val Leu Leu Leu Arg Leu 349 

GCC AAG ACA TAT GAA ACC ACT CTA GAG AAG TGC TGT GCC GCT GCA GAT CCT CAT GAA TGC 

Ala Lys Thr Tyr Glu Thr Thr Leu Glu Lys Cys Cys Ala Ala Ala Asp Pro His Glu Cys 369 

TAT GCC AAA GTG TTC GAT GAA TTT AAA CCT CTT GTG GAA GAG CCT CAG AAT TTA ATC AAA 

Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro Gin Asn Leu He Lys 389 

CAA AAT TGT GAG CTT TTT GAG CAG CTT GGA GAG TAC AAA TTC CAG AAT GCG CTA TTA GTT 

Gin Asn Cys Glu Leu Phe Glu Gin Leu Gly Glu Tyr Lys Phe Gin Asn Ala Leu Leu Val 409 

CGT TAC ACC AAG AAA GTA CCC CAA GTG TCA ACT CCA ACT CTT GTA GAG GTC TCA AGA AAC 

Arg Tyr Thr Lys Lys Val Pro Gin Val Ser Thr Pro Thr Leu Val Glu Val Ser Arg Asn 429 



FIGURE 2 (a) 
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CTA GGA AAA GTG GGC AGC AAA TGT TGT AAA CAT CCT GAA GCA AAA AGA ATG CCC TGT GCA 

Leu Gly Lys Val Gly Ser Lys Cys Cys Lys His Pro Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys Ala 449 

GAA GAC TAT CTA TCC GTG GTC CTG AAC CAG TTA TGT GTG TTG CAT GAG AAA ACG CCA GTA 

Glu Asp Tyr Leu Ser Val Val Leu Asn Gin Leu Cys Val Leu His Glu Lys Thr Pro Val 469 

AGT GAC AGA GTC ACC AAA TGC TGC ACA GAA TCC TTG GTG AAC AGG CGA CCA TGC TTT TCA 

Ser Asp Arg Val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Leu Val Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser 489 

GCT CTG GAA GTC GAT GAA ACA TAC GTT CCC AAA GAG TTT AAT GCT GAA ACA TTC ACC TTC 

Ala Leu Glu Val Asp Glu Thr Tyr Val Pro Lys Glu Phe Asn Ala Glu Thr Phe Thr Phe 509 

CAT GCA GAT ATA TGC ACA CTT TCT GAG AAG GAG AGA CAA ATC AAG AAA CAA ACT GCA CTT 

His Ala Asp lie Cys Thr Leu Ser Glu Lys Glu Arg Gin lie Lys Lys Gin Thr Ala Leu 529 

GTT GAG CTT GTG AAA CAC AAG CCC AAG GCA ACA AAA GAG CAA CTG AAA GCT GTT ATG GAT 

Val Glu Leu Val Lys His Lys Pro Lys Ala Thr Lys Glu Gin Leu Lys Ala Val Met Asp 549 

GAT TTC GCA GCT TTT GTA GAG AAG TGC TGC AAG GCT GAC GAT AAG GAG ACC TGC TTT GCC 

Asp Phe Ala Ala Phe Val Glu Lys Cys Cys Lys Ala Asp Asp Lys Glu Thr Cys Phe Ala 569 

GAG GAG GGT AAA AAA CTT GTT GCT GCA AGT CAA GCT GCC TTA GGC TTA (NNN)p TAA GCTT 
Glu Glu Gly Lys Lys Leu Val Ala Ala Ser Gin Ala Ala Leu Gly Leu (X)p *** 



FIGURE 2 (b) 
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A 

CC TTA SGC TTA <NNN)244 TAA GCTT 

Leu Gly Leu <Thr47Q->Val7i3) *** 



B 

CC TTA GGC TTA (NNN)29 TAA GCTT 

Leu Gly Leu <Thr47o->Asp498) *** 



c 

CC TTfl CtGC CTC (NNN)i4 TAA GCTT 

Leu Gly Leu (Cys695->Pro708> *** 
< d 5 > 



D 

CC TTA flGC TTA (NNN) 90 TAA GCTT 

Leu Gly Leu (Thr47o->Tyrso8/ Arg663->Val7i3) *** 



FIGURE 4 
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FIGURE 5 
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FIGURE 6 
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FIGURE 7 
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